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Brechwertmessungen an Diatomeen —
Technik und neve Messungen

Peter Hobel

Beschaffigt man sich mit der Préiparation und Einbettung von Diatomeen (Abb. 1 und
2), so treten zwangsléufig auch Fragen iber Aufldsung und Kontrastierung auf. Da
der Kontrast direkt von der Differenz der Brechungsindizes zwischen Diatomeen-
schale und Einschlussmedium abhéngt, ist eine ndhere Betrachtung wiinschenswert.
Einschlussmedien kénnen relativ einfach mit einem Refraktometer gemessen werden,
wogegen Diatomeen durch GraBe, Form und Material sich den iiblichen Verfahren
entzichen. Es geht in diesem Artikel darum, ein sicheres Verfahren zu beschreiben,
was genaue, reproduzierbare und iiberpriifbare Werte liefert.

er Brechwert von Diatomeenschalen

wird in Literaturstellen mit Werten von
1,41 bis 1,43 beschrieben. Diese Anga-
ben liegen etwas unter dem Brechwert von SiO,
(Siliziumdioxid, Opal). Was aber bauen Kiesel-
algen aufler SiO, noch in ihre Schale ein, was
diesen Wert beeinflusst? Wie sicher sind tiber-
haupt diese Messungen? Wer hat wann solche
Messungen unter welchen Bedingungen ange-
stellt? Der Fragenkatalog wurde immer linger,
und so entschied ich mich zu eigenen Versuchs-
reihen.
Das Rad sollte nicht noch einmal erfunden
werden und so priifte ich zundchst die bekann-
ten Methoden der Refraktionsmessungen fiir
kleine Partikel in einem fliissigen Medium

a) nach der Becke’schen Lichtlinie
b) nach der Schroeder van der Kolk’schen-Me-
thode.
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Abb. 1 und 2; Diatomeenschalen. — Abb. 1: Mastogloia binotata. - Abb. 2: Raphoneis amphiceros.

Beide Methoden funktionieren an diinnen, ebe-
nen Kristallplittchen mit Bruchkanten recht
brauchbar. Diatomeenschalen zeigen aber eine
absolut unbrauchbare Gestalt fiir diese Metho-
den, so dass nur sehr grobe Abschitzungen und
wenig gesicherte Ergebnisse zu erzielen waren.
Trotzdem gab es erste Hinweise, dass die in der
Literatur genannten Refraktionswerte fiir Dia-
tomeen nicht allgemeine Giiltigkeit haben.

Grundgedanke zur Refraktionsmessung kleins-
ter, durchsichtiger Partikel ist immer eine Im-
mersionsmessung, bei welcher versucht wird,
das Medium im Brechwert dem Brechwert der
Partikel anzupassen. Ist das gelungen, so wer-
den die feinen Partikel unabhingig von ihrer
Form unsichtbar. Das fliissige Medium kann
sodann mit einem herkémmlichen Refrakto-
meter bestimmt werden. Es galt nun herauszu-
finden, mit welcher mikroskopischen Technik
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sich eine sichere Unterscheidung des Brechwer-
tes (1’1) VON Npgedium > Dpartikel Odel' Niptedium < Dpartikel
erkennen lisst und wie eine Steigerung der
Messgenauigkeit erfolgen kann.

Schnell zeigte sich der Phasenkontrast als hilf-
reich und sicher, gibt er doch die bekannten
Halo-Effekte, welche unter anderem vom Brech-
wert abhingig sind. Der ganz grofle Vorteil
liegt in der Intemsititsumkehr der Halo-Er-
scheinung, das heifft, an der Grenzlinie vom
Medium zur Diatomeenschale kehrt sich der
Hell-Dunkel-Verlauf um. Es stellte sich auch
heraus, dass die Intensitit bezichungsweise der
Intensititsverlauf der Halo-Erscheinung als
wichtige Grofie ausgewertet werd;n”kann.

Fiir eine sehr exakte Messung reicht es nicht,
den Umkehrpunkt zu finden, sondern es wird
eine Messreihe mit nahe am Umkehrpunkt lie-
genden Medien gefordert, um dann mit mathe-
matischen Methoden eine genaue Bestimmung
des Brechungsindex zu finden.

Préiparation der Diatomeen und
Mikroskopaufbau

Die zu testenden, gereinigten Diatomeenscha-
len — meist in Wasser oder Alkohol aufbewahrt
— werden als kleiner Tropfen auf ein Deckglas
gegeben, dann unter leichter Wirme einge-
trocknet und so vorsichtig am Deckglas fixiert.
Nun legt man sehr sorgsam das Deckglas (Dia-
tomeen nach unten) auf einen gereinigten Ob-
jekttriger, als wolle man ein Praparat mit dem
Medium Luft herstellen. Da das Deckglas nur

lose aufliegt, muss nun der Objekttriger sehr
vorsichtig auf den Mikroskoptisch gelegt wer-
den. Jetzt erfolgt die Einstellung und Auswahl
der zu messenden Diatomeenschale fiir alle
weiteren Arbeitsschritte.

Das Mikroskop wurde zuvor mit allen Einstel-
lungen fiir den Phasenkontrast geriistet. Gut
geeignet zeigt sich ein 40x Objektiv und eine
Bestiickung des Trinotubus mit einer Kamera
zur Dokumentation. Als Lichtquelle dient eine
weifse Power-LED mit bis zu 240 Lm. Die LED
wird iiber eine Konstantstromquelle betrieben,
um iiber lingere Zeitriume eine konstante Be-
leuchtung zu garantieren.

Zur Dokumentation- dient eine C-Mount-Ka-
mera von ImagingSource DBK41AU02, welche
iiber eine schnelle USB-Verbindung mit dem PC
gekoppelt ist. Live-Bilder in Monitorgrofle und
eine komplette Steuerung iiber den PC erlauben
ein rasches Arbeiten und Speichern der Bild-
dokumente. Eine ganz wesentliche Forderung an
die Kamera und die Steuersoftware ist ein un-
komprimiertes Bild mit linearer Ubertragung
der Intensititsinformation. Nur so kann eine In-
tensititsauswertung der Halo-Erscheinung mit
hoher Prizision gesichert werden. Die Daten-
speicherung der Bilder erfolgt im BMP-Format.

Testmedien

Welche fliissigen Medien sind nun fiir die Un-
tersuchung geeignet? Die Forderung zu Beginn
war, an einer einzigen Diatomeenschale alle n6- .
tigen Messungen durchzufihren. Das heifst,

Abb. 3: Melosira nummuloides, im linken Bild in ein Medium mit Brechwert 1,4200 und im rechten
Bild in ein Medium mit Brechwert 1,4785 eingebettet. Als Medium wurde eine Mischung aus
Isopropanol und Toluol gewdhlt.
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man soll nicht an unterschiedlichen Exemplaren
messen und hinterher einen Mittelwert bilden,
sondern an einer Schale alle Messungen durch-
fithren und wichtige Vergleiche der Messungen
verschiedener Exemplare hinterher anstellen.
Nach einigen Versuchen zeigte sich, dass es
durchaus méglich ist, einen Tropfen einer Test-
substanz vorsichtig zwischen Objekttrager und
Deckglas einzubringen, ohne dass sich die Dia-
tomeen verschieben oder verdrehen. Die Wir-
mefixierung lisst die Schalen soweit am Deck-
glas haften, dass das durchstromende Medium
keine Stérung verursacht.

Ein erster Gedanke war eine Wasser-Glycerin-
Mischung. (Brechwert nD von Wasser = 1,3330,
nD von 99,95%igem Glycerin = 1,4735). Die-
ser Variationsbereich sollte reichen. Der erste
Versuch scheiterte aber an der schlechten Benet-
zung der Diatomeenschalen durch Glycerin und
weiter an der Tatsache, dass das Medium sich
kaum wieder unter dem Deckglas entfernen
lieR. So musste nach einem Gemisch mit hohe-
rem Dampfdruck und giinstigen Brechwerten
gesucht werden. Es fand sich in Isopropanol mit
Toluol, was Brechwerte im Bereich von nD =
1,3772 bis nD = 1,4969 zuldsst.

Je nach Dichte der Diatomeenverteilung unter
dem Deckglas verdampft das Gemisch nach
5-20 Minuten, ausreichend Zeit fir Aufnahmen
und Auswertung, aber auch schnell genug fiir
nachfolgende Messungen mit einem neuen Me-
dium und somit neuen Brechwerten. Erst wenn
mit Sicherheit die letzten Spuren der Mixtur vet-
fliichtigt sind, kann eine neue Testsubstanz einge-
bracht werden. Es ist unwesentlich, mit welchem
Brechwert man eine Testreihe beginnt. Wichtig
aber ist es, dass unmittelbar vor jeder Messung
an einem kalibrierten Refraktometer der Brech-
wert auf vier Nachkommastellen gemessen wird.
Da der Brechungsindex von Fliissigkeiten stark
temperaturabhingig ist, sollte das Mikroskop
nahe beim Refraktometer stehen, um so eine an-
nihernd gleiche Temperatur zu sichern.

Es ist zweckmiflig, in fiinf bis zehn kleinen
Gefiflen schon vorbereitete Gemische aus Iso-
propanol und Toluol! zu erstellen und den Bre-
chungsindex grob zu bestimmen. Da nur der
exakte, nicht aber ein bestimmter Brechungs-
index wichtig ist, macht diese Vorbereitung die
Durchfithrung der Messreihe einfacher.

Aufnahme einer Messreihe

Nachdem alle Vorbereitungen getroffen sind, be-
ginnt man vorsichtig einen Tropfen des Mediums
mit direkt zuvor gemessenem, bekanntem Brech-
wert so an den Rand des Deckglases zu tropfen,
dass dieser zwischen Deckglas und Objekttrager
gezogen wird. Hier ist etwas Ubung erforderlich
und vielleicht auch ein zweiter Tropfen.

Im Bild wird nach erneuter Scharfstellung der
bekannte Halo-Effekt an der Grenzschicht zwi-
schen Medium und Diatomeenschale erkenn-
bar (Abb. 3). Es folgt die sofortige Bildauf-
nahme und Kennzeichnung firr eine spitere
Auswertung. Sehr entscheidend fiir eine hohe
Messgenauigkeit ist, dass die Kamera im linea-
ren Bereich arbeitet, also keine unter- oder
iiberbelichteten Bildstellen erzeugt. Die Einstel-
lung der Kamera oder Beleuchtungsintensitat
kann noch vor der ersten Aufnahme erfolgen.
Je nach Verlauf des Intensitdtsprofils vom Me-
dium zur Diatomeenschale (hell nach dunkel bei
Nytegium < Mobjeke) Wird die néchste Testsubstanz
nach Verdunstung des Mediums ausgewihlt und
auf den Objekttrager getropft. Es entsteht so
eine Bildreihe mit unterschiedlichem Helligkeits-
verlauf und einer Intensititsumkehr (Abb. 4-7).

Auswertung einer Messreihe

A
Sind auf die beschriebene Weise mindestens
drei, besser aber fiinf oder mehr solcher Bild-
dokumente auch mit einer Helligkeitsumkehr
gespeichert, so kann die Auswertung des Hel-
ligkeitsprofils beginnen. Hierzu wird ein aus

Abb. 4-7: Gomphonema acuminatum in Isopropanol und Toluol mit unterschiedlicher Mischung und
somit auch unterschiedlichen Brechungsindices von nD = 1,4035 (Abb. 4), nD = 1,4190 (Abb. 5),

nD = 1,4555 {Abb. 6) und nD = 1,4766 (Abb. 7).
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Abb. 8: Gomphonema acumi-
natum in einem Medium mit
nD = 1,4035. Eingezeichnet ist
eine Messlinie, welche durch
das Programm FITSWORK in
der Intensitét ausgewertet
wird. - Abb. 9: Intensitdtsprofil
der in Abbildung 8 markierten
Linie in skalierter, grafischer
Form. Hieraus wird zwischen
Maximum und Minimum der
Intensitdtssprung abgelesen.

dem Bereich der Astronomie bekanntes (free-
ware) Programm mit dem Namen HTSWORK
genutzt. Dieses Programm erlaubt es, in einfa-
cher Weise ein Intensititsprofil lings einer frei
wihlbaren Linie zu erstellen und den Intensi-
tatsverlauf als Grafik abzuspeichern.

In Abbildung 8 ist die Messlinie eingezeichnet,
welche dann durch das Programm ausgewertet
und in grafischer Form inklusive Skalierung
dargestellt wird (Abb. 9). Interessant ist nur der
Intensititssprung von hell nach dunkel. Er be-
trigt im Beispiel 220 — 57 = 163 Pixel fiir ein
Medium mit nD = 1,4035. Als Vereinbarung
wird bei einem Verlauf von hell nach dunkel
(vom Medium zum Diatomeenkorper) ein ne-
gativer Zahlenwert benutzt, das heifit, fiir diese
Messung der Wert —163.

Somit ist das erste Zahlenpaar (-163 bei nD =
1,4035) gefunden. Jetzt ist es sinnvoll, weitere
Messungen an anderen Stellen dieser Kieselalge

vorzunehmen, um ein ausgewogenes Ergebnis
zu erhalten. Wichtig ist, dass nur an solchen
Stellen gemessen wird, wo die Kieselalge auch
scharf abgebildet erscheint.

Wie viele Einzelmessungen erstellt werden miis-
sen, hingt von der Streuung der Ergebnisse ab;
Messungen sollten aber minimal an zwei Stel-
len erfolgen. Es gilt jetzt alle Bilddokumente
auszuwerten, was immer ein Zahlenpaar aus
Intensititswert und Brechwert beinhaltet.

Berechnung des exakten Brechungsindex
der Diatomeenschale

Hat man nun eine Zahlenkolonne aus 10 oder
besser 20 Wertepaaren ermittelt, so erfolgt eine
lineare Regressionsrechnung nach der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate, ein von Carl Fried-
rich GauR entwickeltes Verfahren, mit dem belie-
bige Wertepaare durch eine Linearkombination

Gomphonema acuminatum
lineare Regressionsrechnung

A
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Konst. 1,43864

Koeff. 1,440e-4
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Tabelle 1: Brechwertmessungen verschiedener Dialomeenarten

Gemessene Diatomeen Brechwert Korrelations-  Standard- Anzahl der
nD koeffizient abweichung Messungen
Amphipleura pellucida 1,475 0,993 0,0048 13
Bacillaria paxiliffer 1,465 0,992 0,0054 16
Coscinodiscus marginatus, 1,392 0,293 0,0021 16
fossil Newport-Beach CA
Fragilaria offinis 1,443 0,998 0,0014 6
Gomphonema acuminatum 1,438 - 0,996 0,0014 20
Melosira nummuloides 1,447 0,997 0,0016 15
Navicula lyra, fossil Newport-Beach CA 1,408 0,968 0,0064 10
Nitzschia sigma 1,442 0,990 0,0058 17
Pleurosigma angulatum, Solequelle 1,463 0,997 0,0021 16
Pleurosigma angulatum aus Teneriffa 1,399 0,994 0,0040 14

approximiert werden kénnen. Die Berechnung
liefert nicht nur den gesuchten Brechwert, son-
dern auch eine Standardabweichung und den
Korrelationskoeffizienten. Programme hierfiir
findet man in reicher Zahl im Internet.

In Abbildung 10 wird am Beispiel von Gom-
phonema acuminatum mit 20 Messungen und
fiinf unterschiedlichen Testmedien gezeigt,
wie sich ein recht genauer Brechungsindex von
nD = 1,439 und einer Standardabweichung von
0,0014 ermitteln lisst. Da man den Brechwert
fiir den Fall der Unsichtbarkeit der Diatomeen-
schale im Medium sucht, das heifft Helligkeits-
verlauf = 0 und somit Dyggum = Dpisromeens 1S
der Wert fiir den Koeffizienten unwichtig und
nur die Konstante mit 1,43864 entspricht dem
gesuchten Brechungsindex. Ein Korrelations-
koeffizient von >0,9 wird bereits als sehr hoch
bezeichnét. Im Beispiel darf also von einer sehr
exakten Messung ausgegangen werden, was
auch durch die geringe Standardabweichung
bestitigt wird.

Zusammenstellung gemessener
Diatomeenschalen und Ausblick

Bereits die kleine Auswahl einiger gemessener
Diatomeen (Tabelle 1) zeigt, dass es keinesfalls

einen so engen Bereich der Brechungsindizes,’

wie er in der Literatur beschrieben wird, gibt,
und dass sich dieses Ergebnis mit weiteren
Untersuchungen noch ausweiten wird. Zudem
ist der Brechungsindex stark davon anhingig,
von welchem Fundort das Material stammt
(Beispiel Pleurosigma). Es wird auch ersicht-
lich, wieso Amphipleura pellucida mit einem
sehr hohen Brechwert oft als kontrastarm be-
schrieben wird.

In weiteren Untersuchungen mit Fluoreszenzbe-
obachtungen wurde auch sichtbar, dass gerade
fossile Diatomeen teilweise stark fluoreszie-
rende Stoffe mit in die Schale eingebaut haben.
Vielleicht ergibt sich hier ein Zusammenhang
mit dem geringeren Brechungsindex dieser Dia-
tomeen.

Das vorgestellte Verfahren sollte grundsitzlich
mit jedem Phasenkontrast-Mikroskop - nach-
vollziehbar sein. Einziger kritischer Punkt ist
die Dokumentation mit einer Digitalkamera.
Nur wenige Kameras erlauben die volle Steue-
rung aller Parameter; wichtig sind die lineare
Intensititsiibertragung und das Abschalten einer
Komprimierung der Bilddaten. Viele Kameras
fiir den astronomischen Sektor erfiillen jedoch
diese Forderung in vollem Umfang. Zudem ha-
ben diese Kameras keinen mechanischen Ver-
schluss und erzeugen keine Spiegel- oder Ver-
schlussartefakte, welche bei diesen Vergrofle-
rungen bereits zu Stérungen fithren konnen.
Vielleicht regt dieser Beitrag die Neugier man-
cher Leser*an und trigt dazu bei, die Skala der
Brechwerte bei Diatomeen noch zu erweitern.
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